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sempre uma combinação formidável.  
Mas quando você adiciona a isso um idioma 
 bem falado ou uma caneta, então  
você tem uma coisa realmente especial”.  
Nelson Mandela 
RESUMO 
Introdução: O câncer do colo do útero é uma doença neoplásica maligna muito 
frequente, porém evitável. Foram estimados 528.000 casos novos da doença no 
mundo, no ano de 2012. No Brasil, a estimativa para 2018 é de 16.370 casos novos 
da doença. O desenvolvimento de ferramentas clínicas para apoio diagnóstico, 
terapêutico e seguimento das neoplasias malignas pode qualificar o cuidado em 
benefício da paciente. A proteína SOD2 faz parte da família de metaloenzimas 
atuantes no sistema celular antioxidante por catalisar a conversão do ânion de 
superóxido (O2
-) em peróxido de hidrogênio (H2O2) em um processo conhecido como 
dismutase. A maioria dos estudos sobre a expressão de SOD2 e o câncer mostra 
que a superexpressão dessa enzima está associada com a presença de metástase e 
um mau prognóstico em muitas doenças malignas. Desta forma, este estudo teve 
como objetivo avaliar se a expressão da proteína SOD2 está associada com o 
prognóstico do carcinoma do colo do útero avançado. Metodologia: Trata-se de 
uma coorte cuja amostra foi constituída a partir das mulheres incluídas no ensaio 
clínico prospectivo Concomitant cisplatin plus radiotherapy and high-dose-rate 
brachytherapy versus radiotherapy alone for stage IIIB epidermoid cervical cancer: a 
randomized controlled trial, conduzido no Hospital da Mulher Prof. Dr. José 
Aristodemo Pinotti, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Brasil. No total, 
147 mulheres foram incluídas, 72 mulheres no grupo que recebeu cisplatina 
concomitante a radioterapia (QT/RT) e 75 mulheres no grupo que recebeu apenas 
radioterapia (RT) e foram seguidas por sete anos. A amostra deste estudo foi 
constituída por 63 mulheres que ainda dispunham de blocos com material suficiente 
para reanálise com hematoxilina e eosina (HE) e os ensaios imuno-histoquímicos. A 
avaliação da expressão da SOD2 pela imuno-histoquímica baseou-se no percentual 
de células coradas e na intensidade da coloração, analisados separadamente e 
juntos utilizando um score. As analises do percentual de células coradas foram 
realizadas em três pontos de corte (50%, 75% e 90% de células coradas), e cada 
ponto de corte avaliado gerou um score específico, categorizado como alto e baixo. 
Dados de recidiva e óbito foram comparados com os da avaliação imuno-
histoquímica. As curvas da sobrevida livre de doença e sobrevida global foram 
avaliadas por Kaplan-Meier e Log-rank. Fatores associados às sobrevidas foram 
analisados pela regressão de Cox. Resultados: A intensidade da coloração foi 
analisada separadamente e junto com o percentual de células coradas para 
qualquer ponto de corte estão associados com a recorrência. Casos com mais de 
90% de células coradas e com alto score de 75% estão associados com óbito 
também. O alto score de 90% foi associado com a recidiva, recidiva sistêmica e o 
óbito. Sobrevida livre de doença e sobrevida global foram piores em mulheres cujo 
carcinoma teve mais de 90% de células coradas e naqueles com alto score de 75% 
e 90%. Conclusão: A forte intensidade de coloração e o alto percentual de células 
coradas para a proteína SOD2 estão relacionados com a recorrência e também com 
a sobrevida global de carcinoma do colo do útero estádio IIIB. 
 
Palavras-chave: Biomarcadores tumorais, Superóxido Dismutase, Neoplasias do 
Colo do Útero, Carcinoma de Células Escamosas, Análise de Sobrevida, 
Prognóstico. 
  
ABSTRACT 
Background: Cervical cancer is a very common malignant neoplastic disease, 
however avoidable. Estimates indicate that 528.000 new cases were diagnosed 
worldwide in 2012. In Brazil, it is estimated 16.370 new cases of the disease by the 
end of 2018. The development of clinical tools for diagnosis, treatment and follow-up 
of malignant neoplasms can support a better quality treatment and benefit patients. 
The protein SOD2 is part of the family of metalloenzymes acting in the antioxidant 
cell system by catalyzing the conversion of the superoxide anion (O2
-) into hydrogen 
peroxide (H2O2) in a process known as dismutase. Most studies on SOD2 expression 
and cancer showed that the high expression of this protein is associated with the 
presence of metastasis and poor prognosis in many malignancies. This study aimed 
to evaluate whether SOD2 protein expression is associated with the prognosis of 
cervical carcinoma stage IIIB. Methodology: This study had patients selected from a 
cohort consisting of tumor samples from women included in the prospective clinical 
trial named as “Concomitant cisplatin plus radiotherapy and high-dose-rate 
brachytherapy versus radiotherapy alone for stage IIIB epidermoid cervical cancer: a 
randomized controlled trial”, conducted at the Women's Hospital Prof. Dr. José 
Aristodemo Pinotti, State University of Campinas (UNICAMP), Brazil. From the 147 
women included, 72 received cisplatin concomitantly with radiotherapy (CRT) and 75 
women received radiotherapy alone (RT) and were followed-up to seven years. The 
sample of this study consisted of 63 women who had blocks available to be 
reanalyzed with hematoxylin and eosin (HE) and immunohistochemistry assay. The 
evaluation of SOD2 expression by immunohistochemistry assay was based on the 
percentage of stained cells and the staining intensity, analyzed separately and 
together by a score. The analyses of the percentage of stained cells was performed 
using three cut points (50%, 75% and 90% of stained cells), and each cut point 
generated a specific score, and then categorized as high or low. Relapse and death 
data were compared to immunohistochemistry evaluation. Disease-free survival and 
overall survival curves were performed using the Kaplan-Meier method and the log-
rank test. Factors associated with the survivals were analyzed by Cox Proportional 
Hazards Regression. Results: The intensity of staining analyzed separately and 
together to the percentage of cells stained for any cut-off point are both associated 
with recurrence. Cases with more than 90% stained cells and with high 75% score 
was also associated with death. High 90% score was associated with recurrence, 
distant recurrence and death. Disease-free survival and overall survival were worse 
in women whose carcinoma had more than 90% stained cells and those with high 
75% score and 90% score. Conclusion: Strong intensity and high percentage of 
stained cells for SOD2 protein it is related to relapse and overall survival of 
squamous cell carcinoma of the cervix IIIB. 
 
Key-words: Biomarkers Tumor, Superoxide Dismutase, Uterine Cervical Neoplasms, 
Squamous Cell Carcinoma, Survival Analysis, Prognosis. 
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1. INTRODUÇÃO 
O câncer do colo do útero é um importante problema de saúde pública 
porque é uma doença neoplásica maligna muito frequente, porém evitável. Foram 
estimados 528.000 casos novos da doença no mundo, no ano de 2012, com 
266.000 mortes, correspondendo a 7,5% das causas de morte por câncer na 
população feminina. Cerca de 85% dos casos de câncer do colo do útero ocorrem 
em países menos desenvolvidos. Países europeus, Estados Unidos, Canadá, Japão 
e Austrália apresentam as menores taxas, enquanto países da América Latina e, 
principalmente, das regiões subsaarianas na África, apresentam taxas elevadas (1). 
No Brasil, a estimativa para 2018 é de 16.370 casos novos da doença, 
com um risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres. Em 2013, 
ocorreram 5.430 óbitos por esta doença, representando uma taxa de mortalidade 
ajustada para a população mundial de 4,86 óbitos para cada 100 mil mulheres (2,3). 
O câncer do colo do útero caracteriza-se pela replicação desordenada do 
epitélio de revestimento, induzida pela infecção persistente pelo papiloma vírus 
humano (HPV) (4). O processo inicia-se pelo desenvolvimento de lesões precursoras 
conhecidas como neoplasia intraepitelial cervical (NIC). A progressão de lesões 
precursoras para neoplasias invasoras geralmente ocorre lentamente, o que permite 
identificá-las em tempo de estabelecer medidas terapêuticas a fim de impedir o 
desenvolvimento para o câncer (5). Os tipos de HPV mais carcinogênicos são os 16 
e 18, responsáveis por cerca de 50% das neoplasias intraepiteliais grau 3 (NIC3) e 
70% dos carcinomas invasores (6).  
Há outros fatores associados que podem contribuir para o 
desenvolvimento do câncer de colo uterino como: o início precoce da atividade 
sexual (que apresenta maior risco para infecção pelo HPV), multiparidade, uso de 
contraceptivos orais, tabagismo, coinfecção por outros agentes sexualmente 
transmissíveis, infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) ou outras 
imunodeficiências (7). 
O câncer do colo do útero é um dos cânceres com maiores chances de 
ser prevenido, pois demora muitos anos para se desenvolver a partir de lesões 
precursoras que são detectáveis pelo rastreamento citológico ou pelo teste de HPV. 
A detecção e tratamento de lesões precursoras evita a progressão para carcinoma 
invasor. O rastreamento permite ainda o diagnóstico do carcinoma invasor em 
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estágios iniciais e assintomáticos, condição que está associada à maior eficácia 
terapêutica (8). Dados evidenciam a redução da mortalidade pelo carcinoma do colo 
do útero em países que têm realizado o rastreamento de forma organizada ao longo 
de algumas décadas (9).  
Mulheres com tumores iniciais podem não apresentar sintomas. Em 
estágios avançados está relacionado com sangramento vaginal anormal e dor. Os 
sintomas aparecem de acordo com a evolução do tumor. Quando ocorre 
lateralmente, com extensão até o paramétrio, pode causar obstrução ureteral 
ocasionando anuria e uremia; com extensão até parede pélvica lateral, pode causar 
dor ciática e também linfedema das extremidades inferiores. Já quando o 
crescimento é no sentido postero-anterior os sintomas são aumento na frequência 
urinária, dor na bexiga e hematúria, o que pode avançar até obstrução da saída da 
bexiga causando retenção urinária e, em alguns casos, fístula vesicovaginal. A 
extensão tumoral posterior pode ocasionar dor lombar, fistula retovaginal e tenesmo 
(10).  
Mais recentemente surgiu a vacinação contra o HPV como estratégia de 
prevenção primária do câncer do colo do útero, também adotada no Brasil pelo 
Ministério da Saúde no Programa Nacional de Imunização a partir de 2014, para 
meninas, e de 2017 para meninos (11). Todavia, o benefício desta estratégia deverá 
se manifestar de forma mais evidente depois de três décadas para o conjunto de 
mulheres que foi apropriadamente vacinado.  
Os tipos histológicos de carcinoma do colo do útero mais frequentes são 
carcinoma de células escamosas (ou epidermóide), representando cerca de 70% 
dos tumores, e adenocarcinoma, responsável por cerca de 15 a 35% dos casos (12). 
Outros tipos histológicos que acometem o colo do útero, são adenoescamosos (5 a 
7%  dos casos) e tipos mais raros como adenóides, neuroendócrinos, carcinóides 
entre outros (13). 
A histologia do tumor parece ter uma importante relação com a sobrevida. 
Mulheres com carcinoma do colo do útero estádio IB1 e em estádio IIIB, com tumor 
de células escamosas, apresentaram sobrevida específica superior às mulheres com 
adenocarcinoma. Em doença avançada, mulheres com adenocarcinoma também 
apresentaram menores índices de sobrevida global. Sendo assim, mulheres com 
adenocarcinoma apresentam pior prognóstico (14).  
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O estadiamento avalia o grau de disseminação da neoplasia, podendo ser 
patológico e/ou clínico. O estadiamento clínico do carcinoma invasor do colo do 
útero segue recomendações estabelecidas pela Federação Internacional de 
Ginecologia e Obstetrícia (FIGO), de I a IV. No estádio I o tumor está confinado no 
colo do útero; no estádio II ultrapassa os limites do útero, porém, sem atingir a 
parede óssea ou restrito ao terço superior da vagina; no estádio III atinge a parede 
pélvica e/ou terço inferior da vagina e/ou hidronefrose ou rim não funcionante;  no 
estádio IV, há envolvimento clínico da mucosa da bexiga e/ou reto, ou o tumor se 
estende além da pelve verdadeira (15). 
No Brasil, principalmente em regiões menos favorecidas socialmente, um 
percentual significativo dos casos de carcinoma do colo do útero tem sido 
diagnosticado em fase avançada, o que ainda deverá ocorrer por algumas décadas 
(16,17). Registros hospitalares entre 2000 e 2009, mostraram que quase 40% das 
mulheres recebem o diagnóstico no estádio III e 7% no estádio IV (18). 
Em geral, o tratamento cirúrgico está indicado até o estádio IB1, ou seja, 
a lesão é restrita ao colo do útero e tem até 4cm em seu maior diâmetro. A 
radioterapia associada a quimioterapia é o tratamento recomendado para os 
carcinomas invasores estádios IB2 ou mais avançados (19). Os principais fatores 
prognósticos associados à sobrevida são: estádio, invasão linfonodal, volume do 
tumor, profundidade da invasão estromal, invasão do espaço linfovascular e, em 
menor grau, tipo histológico e grau de diferenciação (20).  
O 26º relatório anual da FIGO, publicado em 2006, (FIGO 26th Annual 
Report on the Results of Treatment in Gynecological Cancer) sobre resultados do 
tratamento do câncer do colo do útero incluiu uma análise de fatores prognósticos 
com base em dados 11.775 mulheres tratadas entre 1999 e 2001, tendo como 
desfecho sobrevida global em cinco anos. O fator prognóstico mais importante foi o 
estádio clínico da doença no momento do diagnóstico. Sendo assim, os demais 
fatores prognósticos foram submetidos à análise multivariada de acordo com os 
estádios diagnósticos. O adenocarcinoma e o carcinoma de células claras tendem a 
apresentar pior prognóstico do que o carcinoma epidermóide em todos os estádios, 
porém, o carcinoma adenoescamoso somente no estágio IV. Os carcinomas com 
graus histológicos II e III têm pior prognóstico apenas para o estádio I. Metástases 
linfonodais e envolvimento do espaço linfovascular têm pior prognóstico para os 
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estágios I e II, porém tumores maiores que 4cm têm pior prognóstico para os 
estádios I a III (20). 
As decisões terapêuticas para doença recorrente devem ser baseadas na 
avaliação do performance status, sítio de recorrência e/ou metástases, extensão da 
doença metastática e tratamento prévio (21). As pacientes com doença metastática 
limitada e um bom performance status, a utilização da quimioterapia com esquema 
duplo baseado em platina pode ser justificável, mas ainda assim, os benefícios são 
limitados, considerando as limitações das taxas de resposta e na sobrevida livre de 
doença (22).  
A International Gynecologic Cancer Society e a European Society of 
Gynaecological Oncology propõem para o seguimento, após o tratamento das 
mulheres com carcinoma invasor do colo do útero, exame físico e colpocitologia 
oncológica. Exames de imagem estariam indicados se a mulher apresentar algum 
sintoma ou sinal clínico que possa estar associado com recorrência da doença 
(23,24). Atualmente não há nenhum marcador que aplicaria ao acompanhamento da 
mulher tratada por carcinoma do colo do útero. 
Recidiva pélvica após cirurgia primária pode ser tratada com 
quimiorradioterapia. Radioterapia radical (com ou sem quimioterapia concomitante) 
pode resultar em sobrevida livre de doença em cinco anos de 45-74% nas recidivas 
pélvicas isoladas após cirurgia primária (25,26). A extensão da doença recorrente e 
envolvimento de linfonodos pélvicos são fatores prognósticos para sobrevida (27). 
Alguns casos se beneficiam com cirurgia radical neste momento, mas a recidiva 
precisaria ser detectada precocemente (28).  
Atualmente, há muito interesse no desenvolvimento de ferramentas 
clínicas e de diagnóstico, principalmente na oncologia. Os biomarcadores podem 
apresentar sinais que serviriam como indicador de respostas farmacológicas em 
intervenções terapêuticas ou de processos biológicos normais e patogênicos. 
Podem também detectar precocemente a recorrência do carcinoma do colo do útero 
para que se tenha a oportunidade de oferecer à paciente alguma possibilidade ainda 
curativa ou que pelo menos possa prolongar sua sobrevida (29).  
O interesse pela proteína superóxido dismutase 2 (SOD2) no câncer do 
colo do útero deriva-se do resultado da análise do perfil de transcrição global de 
queratinócitos normais e imortalizados com HPV, que mostrou expressão 
diferenciada do gene superóxido dismutase 2 (SOD2) em associação com a 
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resposta inflamatória (30). A proteína SOD2 faz parte da família de metaloenzimas 
atuantes no sistema celular antioxidante por catalisar a conversão do ânion de 
superóxido (O2
-) em peróxido de hidrogênio (H2O2) em um processo conhecido como 
dismutase, que ocorre por meio da reação: O2
- + O2
- + 2H+  H2O2 + O2 (31,32). 
Essas duas moléculas fazem parte de um grupo conhecido como espécies reativas 
ao oxigênio (ERO), que engloba várias moléculas que contém oxigênio e recebem 
um elétron extra, derivado do metabolismo intracelular, o que as permite oxidar 
outras células (33,34). Em células eucarióticas, processos metabólicos são os 
responsáveis pela geração de ERO. Entre eles, a respiração mitocondrial está como 
principal fonte geradora de ERO, que produz O2
- a partir da cadeia de transporte de 
elétrons (33). O H2O2, produto da dismutação, é uma ERO mais estável que o O2
- e 
pode ainda ser metabolizado por outras enzimas como a catalase, por exemplo (35), 
porém, ainda assim, é capaz de produzir de forma rápida modificações oxidativas 
funcionais (36). Em mamíferos, foram identificadas e caracterizadas três distintas 
isoformas de superóxido dismutase (SOD), SOD1 (citoplasmática), SOD2 
(mitocondrial) e SOD3 (extracelular). Porém, dentre as três, a única que há 
evidências de que seja essencial para a sobrevivência de organismos aeróbicos é a 
SOD2 (37,38). Conhecida também como superóxido dismutase dependente do 
Manganês (MnSOD), é codificada pelo gene SOD2 localizado no cromossomo 
6q25.3 e está localizada na matriz mitocondrial (31,37,39).  
A função da SOD2 na iniciação e progressão do câncer ainda é pouco 
conhecida. Análises realizadas in-vitro demonstraram que a superexpressão de 
membros da família SOD está correlacionada com o aumento da diferenciação 
celular, redução do crescimento e proliferação celular, e reversão do fenótipo 
maligno (40). Além disso, a redução do estresse oxidativo a partir do aumento dos 
níveis de SOD2 pode evitar danos no DNA e o desenvolvimento do câncer. 
Corroborando com isso, estudos em linhagens celulares transformadas relatam que 
a SOD2 exerce uma função protetora contra a progressão tumoral (41–43). Por 
outro lado, a atividade da SOD2 pode impedir a acumulação de H2O2, prevenindo a 
morte celular programada ou o início da necrose, favorecendo assim o fenótipo 
maligno (37,44,45).  
Existe uma possível dicotomia na qual a SOD2 pode ser considerada um 
antioxidante protetor e redutor de superóxido, assim como um fator pró-oxidante que 
atuaria na ativação das vias oncogênicas e promoveria a progressão do câncer (46). 
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Todavia, o entendimento atual converge para o consenso de que as células do 
câncer exibem uma ampla variedade de fenótipos metabólicos que, em comparação 
às células normais, acumulam o excesso de ERO induzindo danos celulares. Com 
isso, pode ocorrer o desenvolvimento do câncer, assim como seu fenótipo 
metabólico (33,34,36,45).  
Na verdade, a maioria dos estudos que avaliou a expressão de SOD2 no 
câncer mostrou que há associação entre a alta expressão dessa enzima com a 
presença de metástase e com mau prognóstico em muitas doenças malignas. 
Termini et al. (2015) avaliaram 125 amostras de carcinoma de células escamosas do 
pênis, utilizando imuno-histoquímica e encontraram que a expressão de SOD2 
estava associada a presença metástase de linfonodos regionais (47).  
Já na avaliação de câncer de esôfago, foram utilizadas 258 amostras de 
duas coortes independentes. A expressão de SOD2 foi aumentada em amostras de 
tecido tumoral, em comparação com tecidos sem a neoplasia. Além disso, a média 
da sobrevida global de pacientes que tiveram alta expressão de SOD2 foi menor que 
a dos pacientes que tiveram baixa expressão. Dessa forma, a SOD2 indicou mau 
prognóstico da doença (48).  
Em câncer de pulmão observou-se baixa sobrevida global e baixa 
sobrevida livre de doença em pacientes com tumores positivos para SOD2 em 
comparação com os pacientes SOD2 negativo. Além disso, foi feita uma análise in-
vitro, na qual a SOD2 aumentou o potencial de invasão, migração celular e 
crescimento de colônia independente de ancoragem. Os autores concluíram que a 
SOD2 pode promover a agressividade do tumor e prever a sobrevida e a recidiva 
(49).  
Um estudo, utilizando amostras de biópsias congeladas dos tecidos de 
pulmão, cólon e próstata, mostrou que durante a progressão tumoral dos três tecidos 
avaliados, a SOD2 se apresentou expressa em maiores quantidades quando 
comparada com seus controles. Somado a isso, também foi encontrado um nível de 
SOD2 aumentado em tecidos metastáticos, em comparação aos do tecido primário, 
havendo destaque quando o tumor primário era de cólon. Com isso, a SOD2 poderia 
ser considerada um marcador associado à progressão do tumor para metástase 
(50).  
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Resultados que reforçaram a associação da SOD2 com mau prognóstico 
também foram encontrados em linfoma (51,52), glioblastoma (53), bexiga (54), 
câncer oral (55) e colorretal (56). 
Um estudo que avaliou a expressão de SOD2 em lesões do epitélio do 
colo do útero, por meio da técnica de imuno-histoquímica, analisou 331 amostras 
que incluiu lesão intraepitelial de baixo grau (LSIL), lesão intraepitelial de alto grau 
(HSIL), carcinoma de células escamosas e adenocarcionoma. Os autores 
observaram que a coloração da SOD2 aumentou com a severidade da doença. 
Coloração intensa foi observada em 13% da LSIL, 25,5% da HSIL, 40% do 
carcinoma de células escamosas e 65,4% do adenocarcinoma (57).  
Tendo como referência a LSIL, os autores encontraram diferença 
estatística significante entre a associação da coloração intensa da SOD2 no 
carcinoma de células escamosas e no adenocarcinoma, mas não encontraram 
diferenças para HSIL. Os autores concluíram que estes resultados indicariam que a 
SOD2 poderia ser testada como biomarcador para o carcinoma do colo do útero 
(57). A LSIL, que corresponde a NIC1, não tem sido considerada como lesão 
precursora, mas apenas como representação morfológica da replicação de HPV. A 
HSIL inclui NIC 2 e NIC 3, sendo que apenas a segunda pode ser considerada a 
verdadeira lesão precursora porque está presente a instabilidade genética 
provocada pelas oncoproteínas do HPV (58).  
Em um estudo mais recente, foram avaliadas 297 amostras de tecido 
cervical não neoplásico, NIC 3, carcinoma de células escamosas e adenocarcinoma.  
Os resultados apresentados mostraram que a coloração da SOD2 também 
aumentou com a severidade da doença. Foi observada coloração intensa em 3% 
das amostras de tecido cervical não neoplásico, 52% de NIC 3, 64% de carcinoma 
de células escamosas e 82% de adenocarcinoma (59). 
Em resumo, a proteína SOD2 expressa diferencialmente de acordo com a 
gravidade da lesão do epitélio do colo do útero, porém não há conhecimento sobre 
sua possível associação prognóstica com esta neoplasia. Desta forma, este estudo 
teve como objetivo avaliar se a expressão da proteína SOD2 está associada com o 
prognóstico do carcinoma do colo do útero estádio IIIB. Os resultados poderiam 
indicar se a identificação da proteína SOD2 poderia ser testada como marcador 
biológico com potencial uso na abordagem clínica das mulheres portadoras de 
carcinoma do colo do útero.  
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2. OBJETIVOS 
2.1. Objetivo Geral 
Avaliar se a expressão da proteína SOD2 está associada com o prognóstico do 
carcinoma do colo do útero estádio IIIB. 
 
2.2. Objetivos Específicos 
 Quantificar a expressão da proteína SOD2 nas mulheres com carcinoma do 
colo do útero estádio IIIB. 
 Analisar se a expressão da proteína SOD2 está associada com a recorrência 
do carcinoma do colo do útero estádio IIIB. 
 Analisar se a expressão da proteína SOD2 está associada com a sobrevida 
das mulheres com carcinoma do colo do útero estádio IIIB. 
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3. METODOLOGIA 
3.1. Desenho do estudo e seleção dos casos 
O estudo foi realizado no Hospital Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti - 
Centro de Atenção Integral a Saúde da Mulher (CAISM) da Universidade Estadual 
de Campinas (UNICAMP) e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 
Faculdade de Ciências Médicas (FCM) da UNICAMP – Plataforma Brasil (CAAE: 
55014816.5.0000.5404) (Anexo 1 e 2). Trata-se de uma coorte cuja amostra foi 
constituída a partir das mulheres incluídas no ensaio clínico prospectivo Concomitant 
cisplatin plus radiotherapy and high-dose-rate brachytherapy versus radiotherapy 
alone for stage IIIB epidermoid cervical cancer: a randomized controlled trial. Aquele 
ensaio clínico também teve aprovação do CEP da FCM-UNICAMP (Protocolo Nº 
238/2003) (Anexo 3) e todas as mulheres incluídas assinaram o termo de 
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Os critérios de inclusão daquele ensaio 
clínico foram: diagnóstico de carcinoma escamoso do colo de útero estádio IIIB no 
período de setembro de 2003 a julho de 2010, constatado por um oncologista 
ginecológico experiente e um médico radioterapeuta, tendo como base exame 
pélvico completo, cistoscopia e retosigmoidoscopia quando indicados, raios-x de 
tórax, ultrassonografias pélvica e abdominal, clearance da creatinina com mais de 60 
mL/min/1,73 m², enzimas hepáticas normais, escala de Karnofsky mais de 70%, 
níveis basais de hemoglobina ≥10 mg/dL. No total, 147 mulheres foram 
aleatorizadas em dois grupos, 72 mulheres no grupo que recebeu cisplatina 
concomitante a radioterapia (QT/RT) e 75 mulheres no grupo que recebeu apenas 
radioterapia (RT) (60). 
Dentre as 147 mulheres incluídas no ensaio clínico, 49 mulheres não 
dispunham de blocos para os procedimentos previstos neste estudo e 35 mulheres 
tiveram a biópsia diagnóstica realizada em outros serviços. Assim, após busca 
criteriosa, a amostra deste estudo foi constituída por 63 mulheres que ainda 
dispunham de blocos com material suficiente para reanálise com hematoxilina e 
eosina (HE) e os ensaios imuno-histoquímicos. Os blocos foram novamente cortados 
e corados em HE para verificação do tecido correspondente, e a qualidade do 
componente tumoral. Quando a mulher tinha mais de um bloco, o patologista 
responsável escolheu o de melhor qualidade, visando maior área tumoral e melhor 
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estado de conservação do tecido. Os ensaios imuno-histoquímicos foram realizados 
no Laboratório de Inovação em Câncer - Centro de Investigação Translacional em 
Oncologia (Faculdade de Medicina da Universidade Estadual de São Paulo - USP) e 
para 8 mulheres a reação não funcionou. Portanto, as análises foram feitas para 55 
mulheres, sendo que 28 eram do grupo QT/RT e 27 do grupo RT. 
Por se tratar de uma avaliação retrospectiva de material biológico 
parafinado oriundo de um estudo já concluído, o CEP da FCM-UNICAMP dispensou 
a utilização do TCLE. 
Este estudo seguiu as normas de pesquisa da FCM-UNICAMP, 
respeitando os princípios éticos promulgados pela Declaração de Helsinque (2000) e 
seguindo as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres 
humanos contidas na resolução 466/2012 do Ministério da Saúde do Brasil. 
 
3.2. Variáveis 
3.2.1. Variáveis dependentes 
Resposta terapêutica: A avaliação clínica da resposta terapêutica foi realizada um 
mês após o término do tratamento designado, como presença ou ausência do tumor 
(61). A avaliação da resposta terapêutica foi definida no ensaio clínico, reportando-
se neste estudo como: com resposta completa (desaparecimento de todas as lesões 
alvo) e sem resposta completa. 
Sobrevida Livre de doença: Intervalo de tempo em meses entre o fim do 
tratamento com radioterapia até o diagnóstico de alguma recorrência da doença, 
diagnosticada com base em sinais e sintomas, exame clínico e propedêutica 
subsidiária (62). 
Sobrevida Global: Intervalo de tempo em meses entre o início do tratamento e óbito 
da paciente por qualquer causa (63).  
Toxicidade ao tratamento: A toxicidade ao tratamento foi classificada no ensaio 
clínico de acordo com os critérios estabelecidos pelo Radiation Therapy Oncology 
Group (graus de 1 a 5) e foi analisada neste estudo como duas variáveis, toxicidade 
aguda e toxicidade no seguimento, ambas classificadas de acordo com sua 
presença como sim ou não (64).  
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3.2.2. Variáveis independentes 
Percentual de células coradas: avaliado em três pontos de corte: 50%, 75% e 90% 
de células coradas. A categorização foi baseada no ponto de corte, sendo atribuído 
o valor de 1, quando o percentual de células coradas foi menor que o ponto de corte 
analisado e 2, para percentual de células coradas igual ou maior ao ponto de corte.  
Intensidade da coloração: foi classificada em valores: 1, para coloração fraca; 2, 
para coloração moderada; e 3, para coloração forte.  
Score: foram multiplicados os valores atribuídos para intensidade da coloração pelo 
percentual de células coradas, para cada ponto de corte avaliado (50%, 75% e 90% 
de células coradas). Os valores de scores possíveis foram 1, 2, 3, 4 e 6; 
categorizados como baixo score, quando menor que 5, e alto score, quando maior 
que 5. 
 
3.2.3. Variáveis confundidoras 
Idade: Número de anos que uma pessoa relatou no diagnóstico do carcinoma do 
colo do útero, coletada no banco de dados do ensaio clínico. 
Grau histológico: Classificado de acordo com os critérios estabelecidos pela 
Organização Mundial da Saúde (10), coletada no banco de dados do ensaio clínico.  
Tipo do tratamento utilizado: No ensaio clínico as pacientes foram randomizadas 
para se submeter radioterapia associada à quimioterapia sensibilizante (QT/RT) ou a 
radioterapia exclusiva (RT) (60).  
 
3.3. Tratamentos, Técnicas e Exames 
3.3.1. Tratamento e Seguimento 
As mulheres foram submetidas ao tratamento de acordo com o protocolo 
do ensaio clínico acima referido. Em síntese, todas as mulheres receberam 
teleterapia com dose de 45Gy para a região pélvica em 25 frações, 14,4Gy de 
reforço nos paramétrios comprometidos e braquiterapia de alta taxa de dose em 
quatro frações semanais de 7Gy, prescritos no ponto A. As mulheres do grupo 
QT/RT também receberam semanalmente quimioterapia sensibilizante com 
cisplatina (40mg/m2) concomitante com a teleterapia.  
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Para avaliação da recidiva, a resposta ao tratamento foi avaliada um mês 
após o seu término. O seguimento das mulheres tratadas foi realizado a cada quatro 
meses nos dois anos posteriores ao tratamento, a cada seis meses no terceiro ano e 
após isso, uma vez por ano, sendo o período de seguimento realizado até junho de 
2013. Os exames realizados no seguimento foram: exame pélvico completo (exame 
especular, toque vaginal e toque retal), raios-x de tórax, ultrassonografias pélvicas e 
abdominais, citologia do fundo vaginal (60).  
 
3.3.2. Reações de Imuno-histoquímica 
As amostras selecionadas a partir dos blocos de parafina do exame 
diagnóstico, correspondentes às lâminas de HE observadas, seguiram os seguintes 
preparativos para a realização e análise das reações a partir da técnica de imuno-
histoquímica.  
 
3.3.2.1. Imuno-histoquímica para detecção de SOD2 
Foram realizados cortes de 4 micrômetros em tecidos previamente fixados 
em formalina, incluídos em parafina. As reações de imuno-histoquímica foram 
realizadas por meio da reação automatizada utilizando-se o ultraView Universal DAB 
Detection kit® (Ventana Medical Systems, Inc., Roche, Tucson, Arizona) em 
equipamento Ventana BenchMark GX (Roche Diagnostics, Mannhein Germany) 
(figura 1), conforme instruções do fabricante. Todas as reações foram feitas com 
controle externo. 
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Figura 1: Equipamento Ventana BenchMark GX 
Para a detecção das proteínas alvo foi utilizado anticorpo policlonal de 
coelho dirigido contra a proteína SOD2 (ab 13533, Abcam, Cambridge, USA), na 
concentração 1:1000. Após o processo de recuperação antigênica, foi realizada a 
inibição da atividade da peroxidase endógena, aplicação manual e incubação do 
anticorpo primário mencionado. O sistema de detecção utilizado é composto por um 
coquetel contendo anticorpos secundários anti-camundongo e anti-coelho marcados 
com peroxidase, cuja reação cromogênica com diaminobenzidina resulta na 
formação de precipitado marrom/acastanhado. 
 
3.3.2.2. Detecção imuno-histoquímica  
A reação de positividade da imuno-histoquímica foi avaliada, por um único 
patologista do CAISM-UNICAMP com experiência em patologia ginecológica, de 
acordo com a intensidade da coloração e o percentual de células coradas em cada 
área representativa do diagnóstico histopatológico. Na análise, foram atribuídos 
valores para as variáveis analisadas para que fosse calculado o score. A intensidade 
da coloração foi classificada como: 1 (coloração fraca); 2 (coloração moderada); 3 
(coloração forte). A proporção de células tumorais positivamente coradas foi 
avaliada em três pontos de corte: para 50%, classificadas como: 1 (menos que 50% 
de células tumorais positivas) e 2 (mais que 50% de células tumorais positivas); para 
75%, classificadas como: 1 (menos que 75% de células tumorais positivas) e 2 (mais 
que 75% de células tumorais positivas); para 90%, classificadas como: 1 (menos 
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que 90% de células tumorais positivas) e 2 (mais que 90% de células tumorais 
positivas) (figura 2). 
 
 
Figura 2: Reação imuno-histoquímica para SOD2 em carcinoma epidermóide 
moderadamente diferenciado do colo uterino: (A) Expressão citoplasmática difusa 
em mais de 90% das células (4X). Observar a expressão forte, finamente granular 
citoplasmática (mitocondrial) (intensidade 3). (B) Expressão citoplasmática difusa em 
mais de 75% e menos de 90% das células (4X). Expressão fraca, finamente granular 
citoplasmática (intensidade 1).  (C) Expressão citoplasmática difusa em mais de 50% 
e menos de 75% das células (4X). Expressão moderada, finamente granular 
citoplasmática (intensidade 2). (D) Expressão citoplasmática em menos de 50% das 
células (extensão 2) (4X). Expressão moderada (intensidade 2). 
 
3.3.2.3. Cálculo do score 
O cálculo do score foi feito, a partir da multiplicação dos valores atribuídos 
na detecção imuno-histoquímica, para a intensidade da coloração (1, 2 ou 3) pelo 
valor atribuído para o percentual de células coradas (1 ou 2) para cada ponto de 
corte avaliado (50%, 75% e 90%). Sendo assim, os valores possíveis para os scores 
avaliados foram 1, 2, 3, 4 e 6; categorizados como baixo score, quando menor que 
5, e alto score, quando maior que 5.  
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3.4. Análise Estatística 
Para descrever o perfil da amostra segundo as variáveis em estudo foram 
feitas tabelas de frequência das variáveis categóricas, com valores de frequência 
absoluta (n) e percentual (%), e estatísticas descritivas das variáveis numéricas, com 
valores de média, desvio padrão, valores mínimos, máximos e mediana. 
A comparação das variáveis categóricas entre grupos foi feita a partir dos 
testes Qui-Quadrado ou exato de Fisher (para valores esperados menores que 5). A 
comparação das variáveis numéricas entre grupos utilizou o teste de Mann-Whitney 
(2 grupos), devido à ausência de distribuição normal das variáveis. 
A análise das curvas de sobrevida livre de doença e sobrevida global 
utilizou o método de Kaplan-Meier, e para comparação das curvas foi usado o teste 
log-rank. Para estudar os fatores associados com a sobrevida foi utilizada a análise 
de regressão de Cox, univariada e multivariada. 
O nível de significância adotado para os testes estatísticos foi de 5%, ou 
seja, p<0,05. Além disso, foi considerado como resultado limítrofe quando p entre 
0,05 e 0,10. 
Para avaliar os valores dos scores para 50%, 75% e 90% de células 
coradas como preditores de recidiva e óbito, foram feitas análises da curva ROC 
(Receiver Operating Characteristic curve), que indicou o score 5 como o melhor 
ponto de corte para todos os percentuais de células coradas avaliados.  
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4. RESULTADOS 
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Abstract 
Introduction: High SOD2 expression in cancer is associated with the presence of metastases 
and poor prognosis for many sites, as well in more severe stages for cervical cancer. The 
SOD2 expression seems to play role independently of HPV type in the carcinogenesis of the 
cervical epithelium. Nevertheless, there is no information for SOD2 protein expression and 
prognosis of cervical carcinoma and this is the purpose of this study. 
Methods: Samples of 63 patients diagnosed with squamous cell cervical carcinoma stage IIIB 
from a clinical trial were collected. The evaluation of SOD2 expression by 
immunohistochemistry assay was based on the percentage of stained cells and the staining 
intensity, analyzed separately and together by a score. The analyses of the percentage of 
stained cells was performed using three cut points (50%, 75% and 90% of stained cells), and 
each cut point generating a specific score, categorized as high and low. 
Results: The intensity of staining and the percentage of cells stained for any cut-off point are 
associated with recurrence. Cases with more than 90% stained cells was also associated with 
death. High 90% score was associated with recurrence, systemic metastases, and death. 
Disease-free survival and overall survival were worse in women whose carcinoma had more 
than 90% stained cells and those with high 75% score and 90% score. 
Conclusion: The high expression of SOD2 protein, based on the strong intensity and high 
percentage of stained cells, is a relevant worse prognostic factor for squamous cell carcinoma 
of the cervix IIIB. 
 
Key-words: Biomarkers Tumor, Superoxide Dismutase, Uterine Cervical Neoplasms, 
Survival Analysis, Prognosis. 
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Introduction 
Cervical cancer is a very common malignant neoplastic disease, treatable even 
when it is advanced at the time of diagnosis, and more than 500.000 new cases have 
diagnosed each year worldwide.
1
 The development of clinical tools for diagnosis, treatment 
and for follow-up support of malignant neoplasms may qualify the outcome, benefiting the 
patients. 
The protein SOD2 is part of the family of metalloenzymes acting in the 
antioxidant cell system by catalyzing the conversion of the superoxide (O2
-
) anion into 
hydrogen peroxide (H2O2) in a process known as dismutase.
2
 These two molecules are part of 
a group known as reactive oxygen species (ROS), which encompasses several molecules that 
contain oxygen and receive an extra electron, derived from intracellular metabolism, which 
allows them to oxidize other cells.
3,4
 In eukaryotic cells, metabolic processes are responsible 
for the generation of ROS, among which mitochondrial respiration is the main source of ROS, 
which produces O2
-
.
 3,5
 The H2O2, the product of dismutation, is a more stable ROS than O2
- 
and can be further metabolized by other enzymes such as catalase, for example.
6
 
Nevertheless, it is able to rapidly produce functional oxidative modifications.
7
 Thus, the role 
of SOD2 would be in reducing oxidative stress preventing possible damage to DNA and, 
consequently, the development of cancer. 
In mammals, three distinct isoforms of superoxide dismutase, SOD1 
(cytoplasmic), SOD2 (mitochondrial) and SOD3 (extracellular) have been identified and 
characterized. However, among the three, the only evidence that is essential for the survival of 
aerobic organisms is SOD2,
8,9
 also known as Manganese Superoxide Dismutase (MnSOD), is 
encoded by the SOD2 gene located on the chromosome 6q25.3.
2,8,10
 
The HPV 16 and 18 infections play the highest risk for cervical cancer 
development, but the expression of SOD2 seems to play an independent role of HPV type 
risk.
11
 Also it is well known that SOD2 protein is differentially expressed according to the 
lesion severity of the cervical epithelial neoplasia.
11,12
 However, the possible association of 
SOD2 expression with the prognosis of this neoplasm is still unknown. The aim of this study 
was to evaluate whether SOD2 protein expression is associated with the prognosis of cervical 
carcinoma stage IIIB. 
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Methodology 
Selection of cases 
This study selected patients from a cohort consisting of tumor samples from 
women included in the prospective clinical trial entitled as “Concomitant cisplatin plus 
radiotherapy and high-dose-rate brachytherapy versus radiotherapy alone for stage IIIB 
epidermoid cervical cancer: a randomized controlled trial”, conducted at the Women's 
Hospital Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti, State University of Campinas (UNICAMP), 
Brazil, approved by the local Research Ethics Committee (Protocol No. 2.426.854). Briefly, 
from September 2003 to July 2010, the clinical trial included women with stage IIIB cervical 
squamous cell carcinoma, creatinine clearance higher than 60 mL/min/1.73 m², normal liver 
enzymes, Karnofsky score higher than 70%, baseline hemoglobin levels ≥10 mg/dL. Of the 
147 women included, 72 received cisplatin concomitantly with radiotherapy (CRT) and 75 
women received radiotherapy alone (RT) and were followed-up to seven years. Overall, all 
women received teletherapy with a dose of 45Gy for the pelvic region in 25 fractions, 14.4Gy 
of reinforcement in the compromised parametries, and high dose rate brachytherapy in four 
weekly fractions of 7Gy, prescribed in section A. Women in the CRT group also received 
weekly chemotherapy with cisplatin (40mg/m
2
) concomitant with teletherapy. Response to 
treatment was assessed one month after its completion. The follow-up of treated women was 
performed every four months in the two years following the treatment, every six months in 
the third year and thereafter once a year, and the follow-up period lasted until June 2013.
13
 
Of the 147 women included in that clinical trial, 49 had no formalin-fixed paraffin 
embedded tissue sufficient for additional immunohistochemical assays and 35 women had no 
paraffin embedded tissue because they had the diagnostic biopsies in other health clinics. 
Thus, after a careful search, the sample of this study consisted of 63 women. The available 
samples were again cut and stained with hematoxylin and eosin (HE) to verify the 
corresponding tissue and the quality of the tumor component. The immunohistochemical 
assay did not work in eight women and therefore the analyzes were performed in 55 women, 
being 28 women of the CRT group and 27 of the RT group. 
 
Immunohistochemistry assay for SOD2 detection 
The immunohistochemical assays were performed in Cancer Innovation 
Laboratory, Centro de Investigação Translacional em Oncologia, Instituto do Câncer do 
Estado de São Paulo Octavio Frias de Oliveira – ICESP, Universidade de São Paulo, Brazil, 
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by automated reaction using the UltraView Universal DAB Detection Kit® (Ventana Medical 
Systems, Inc., Roche, Tucson, Arizona) using the equipment Ventana BenchMark GX (Roche 
Diagnostics, Mannhein Germany), according the manufacturer instructions. For the detection 
of the target proteins, rabbit polyclonal antibodies directed against SOD2 protein (ab 13533, 
Abcam, Cambridge, USA), in the concentration of 1:1000.  
 
Analyses of Immunohistochemical reaction 
The immunohistochemical positivity reaction was evaluated by an experienced 
pathologist taking into account the intensity of staining and the percentage of stained cells in 
the representative areas of squamous cell carcinoma. The staining intensity was classified as: 
1 (weak); 2 (moderate); 3 (strong). The percentages of positively stained tumor cells were 
analyzed as dichotomous categorical variable for three cut-off points and: 50% cut-off, 
classified as: 1 (less than 50% stained tumor cells) and 2 (more than 50% stained tumor cells); 
75% cut-off, classified as: 1 (less than 75% stained tumor cells) and 2 (more than 75% stained 
tumor cells); 90% cut-off, classified as: 1 (less than 90% stained tumor cells) and 2 (more 
than 90% stained tumor cells). Figure 1 illustrates immunohistochemical assays with different 
SOD2 expression features. 
After that, a score was built for each cut-off point, multiplying the intensity value 
of the staining by the percentage of stained cells as dichotomous categorical variables, and 
labeled as “50% score”, “75% score” and “90% score”. To classify the three scores as 
dichotomous categorical variables, the Receiver Operating Characteristic (ROC) curves were 
built taking as outcomes disease recurrence and death, that indicated the five as the best 
discriminating score value. Therefore the scores were classified in low (<5) and high (>5) for 
analyses purpose. 
 
Statistical analysis 
Frequency tables were made to describe the characteristics of the sample. The 
comparison of the categorical variables between groups was performed using Chi-Square or 
Fisher's exact tests. The comparison of numerical variables between groups was performed 
using the Mann-Whitney test, due to the absence of normal distribution of the variables. The 
analyzes of the disease-free survival and overall survival curves were performed using the 
Kaplan-Meier method and the log-rank test. Factors associated with the survivals were 
36 
analyzed by Cox Proportional Hazards Regression. The significance level adopted was 
p<0.05. 
 
Results 
The mean age of the patients was 53.9 years (24.0-76.0), the mean duration of 
treatment was 91 days (58-184) and the mean follow-up time was 45.8 months (5.4 - 90.9). 
Treatment duration was similar for women treated with RT alone and those with CRT (non-
statistically significant difference). Figure 2 shows that 29%, 42% and 58% of the tumors 
presented, respectively, more than 90%, 75% and 50% of cells stained by 
immunohistochemistry for SOD2. Still, 29%, 49% and 22% of the tumors presented, 
respectively, strong, moderate and weak staining intensity. 
Table 1 shows SOD2 protein expression according to patient's age, tumor grade, 
treatment performed and toxicity. There were no statistically significant associations between 
the analyzed variables and staining intensity, nor with any cut-off point of the percentages of 
stained cells. There were also no statistically significant associations when the respective 
scores were tested. 
Table 2 shows SOD2 protein expression in relation to disease recurrence and 
death. It was observed that 62.5% of the patients whose carcinomas showed strong staining 
had recurrence, which was observed in 33.3% for the carcinomas with weak or moderate 
staining, difference that was statistically significant (p = 0.046). Evaluating the percentage of 
stained cells with cut-off values in 50% and 75%, no statistically significant difference was 
observed for recurrence and death. However, 75% of the patients with tumors showing more 
than 90% of stained cells had recurrence (p = 0.001) and 62.5% died (p = 0.029), whereas 
among the patients who had tumors showing less than 90% of stained cells, 28.2% had 
recurrence and 30.8% died. In the analysis of the scores, statistically significant differences 
were found for relapse and death considering the analysis of 75% stained cells. For 75% 
score, 75% of patients who had high score presented recurrence, while the same outcome was 
observed in 32.6% of the patients with low score (p = 0.008); 66.7% of patients who had a 
high score died, which occurred in 32.6% of the patients who had low score (p = 0.047).  For 
90% score analysis, 90% of the patients who had high score presented recurrence, while the 
same outcome was observed in only 31.1% of the patients with low score (p <0.001); 80% of 
the patients who had high score died, which occurred in 31.1% of the patients who presented 
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low score (p = 0.01); in addition, high score was also associated with systemic relapse (p = 
0.045). 
Table 3 shows Cox regression results for analysis of disease-free survival 
(recurrence) and overall survival (death). Based on univariate analysis, the 50% and 75% cut-
off of stained cells did not reveal any difference statistically significant; on the other hand, 
when samples presented 90% or more of stained cells, the patients showed higher risk for 
recurrence (HR = 4.28, 95% CI = 1.82-10.06) and for death (HR = 4.06; 95% CI = 1.62-
10.22). Patients with high 75% score and high 90% score showed higher risk of recurrence, 
respectively, HR = 3.09 (95% CI = 1.31-7.31) and HR = 4, 60 (95% CI = 1.91-11.06); similar 
findings were observed for death, respectively, with HR = 3.16 (95% CI = 1.28-7.78) and HR 
= 5.00 (95% CI = 1.96-12.76). Based on multivariate analysis, only the 90% score presented 
statistically significant findings; patients whose tumors had a high 90% score presented higher 
risks for recurrence (HR = 4.60, 95% CI = 1.91-11.06) and for death (HR = 5.00; 95% CI = 
1.96-12.76) than patients who had a low 90% score. 
Figure 3 shows the Kaplan-Meier curves for disease-free survival. According to 
the Log-rank test, the women who presented lower disease-free survival were those whose 
carcinoma had more than 90% of stained cells (figure 3F) (p <0.001) and those with a high 
75% score (figure 3E) (p = 0.007) and high 90% score (figure 3G) (p <0.001). 
Figure 4 shows the Kaplan-Meier curves for overall survival. According to the 
log-rank test,  the women who presented lower overall survival were those whose carcinoma 
had more than 90% of stained cells (figure 4F) (p <0.001) and those with a high 75% score 
(figure 4E) (p = 0.008) and high 90% score (figure 4G) (p <0.001). 
 
Discussion 
According to the results of this study, high expression of the SOD2 protein is 
significantly associated with worse prognosis for squamous cell carcinoma of the cervical 
stage IIIB. In the multivariate analysis, the risk for disease-free survival is observed in 
samples that presented concomitant occurrence of strong staining intensity and the percentage 
of stained cells greater than 90% had HR (95% CI) = 4.60 (1.91-11.06). Similar results were 
obtained for overall survival, which showed HR (95% CI) = 5.0 (1.96-12.76). In the 
corresponding univariate analyzes it was also observed that the concomitant occurrence of 
strong staining intensity and percentage of stained cells greater than 75% was associated with 
disease-free survival and overall survival. 
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These differences in survival rates for patients whose tumor had a strong staining 
intensity and more than 90% stained cells were clinically very relevant (high 90% score), 
since no woman was free of disease after three years of follow-up and overall survival was 
12.0% after 4 years of follow-up (there is no information on these patients thereafter). For 
tumors with low 90% score, disease-free survival was 64.1% and overall survival was 55.9%, 
both after seven years of follow-up. 
The strong staining intensity in immunohistochemistry, regardless of extension, 
was associated with recurrence of the disease. Tumors presenting 90% or more of stained 
cells were associated with recurrence and death. The scores based on staining intensity and 
percentages of stained cells (50%, 75% and 90%) allowed demonstrating that as higher SOD2 
expression is, worse the patient's prognosis is. 
To date, evidence indicates that SOD2 expression in neoplastic lesions of the 
cervical epithelium increases with the severity of the disease.
11,12
 Moreover, the main cause of 
cervical cancer development is persistent high-risk HPV infection, with HPV 16 and 18 being 
the most at risk, but there is evidence that SOD2 expression would play a role in the 
carcinogenesis of cervical epithelium independent of the type of HPV.
11
 In summary, SOD2 
protein expression level seems to play a crucial role in cervical carcinogenesis. High SOD2 
levels are associated not only to the severity of cervical disease but also with worse prognosis. 
Studies conducted in vitro tend to demonstrate a protective role against the 
malignant phenotype. High expression of members of the SOD family is related to increased 
cell differentiation, decreased cell growth and proliferation, and reversion of the malignant 
phenotype to a non-malignant phenotype.
14
 The SOD2 expression in transformed cell lines 
seems to have a protective function.
15–17
  
In vivo studies converge to the association of the high expression of SOD2 with 
more aggressive tumor phenotypes. Generally, in the early stages, the expression of SOD2 
found is lower, indicating that the low level of SOD2 could be associated with the onset of 
tumor development due to damage to DNA and cells. In this way, the low levels of 
antioxidants lead to an increase in the accumulation of ROS and consequent carcinogenesis. 
In contrast, in advanced stage tumors, SOD2 levels are commonly increased, especially in 
metastatic tumors.
3,8
 This might occur because the tumor cells metabolism is aberrant, 
accumulating an excessive amount of ROS, which would induce cellular damage that may 
promote tumor development, as well as its malignant phenotype. Thus, in order to prevent 
cellular damage, the antioxidant system would be activated, thus increasing the expression of 
SOD2.  
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Most studies on SOD2 expression and cancer showed that the high expression of 
this protein is associated with the presence of metastasis and a poor prognosis in many 
malignancies, corroborating with the results of this study. Taking frozen biopsy specimens of 
lung, colon and prostate tissues, SOD2 was expressed in higher amounts during tumor 
progression when compared to its controls.
18
 SOD2 expression was also increased in samples 
of esophageal tumor tissue, compared to tissues without the neoplasia. In addition, the mean 
overall survival of patients who had high SOD2 expression was lower than that of patients 
who had low expression.
19
 Results that reinforced the association of SOD2 with poor 
prognosis were also found in lymphoma,
20,21
 glioblastoma,
22
 bladder,
23
 colorectal,
24
 oral 
cancer,
25
 lung.
26
  
Although the sample size was small, this study showed an evident association of 
SOD2 expression with the prognosis of cervical cancer, which occurs only when the actual 
differences are very evident. It should also be noted that this study included patients who were 
treated and followed-up in the same institution, presenting homogeneity of cases with the 
same stage and histological type. In addition, the selection of women involved cases of 
advanced carcinomas, that is, with high probability of recurrence and death, and therefore 
sensitive for prognostic analysis. Nevertheless the small sample size was a fragility because it 
did not allow to test the prognostic association in intermediate situations of SOD2 expression. 
Also, this study did not provide any information for earlier invasive cervical cancer, which 
would allow a better characterization of the pattern of prognostic association. 
In conclusion, this study showed that the high expression of the SOD2 protein is 
clearly associated with worse prognosis of squamous cell carcinoma of the uterine cervix 
IIIB. SOD2 protein expression could be considered a candidate as biological marker for 
clinical approaches of women with cervical carcinoma. These findings, together with the 
available evidences in the literature, suggest that the oxidative system and especially the 
SOD2 protein could be considered as therapeutic target for malignant neoplasms. 
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Figure 1: Immunohistochemical analysis of SOD2 expression in squamous cell carcinoma of 
the cervix. Expression cytoplasmic, granulated-like in: (A) More than 90% of stained cells 
(4x). Strong staining intensity (intensity 3). (B) More than 75% but less than 90% of stained 
cells (4x). Weak staining intensity (intensity 1). (C) More than 50% but less than 75% of 
stained cells (4x).  Moderate staining intensity (intensity 2). (D) Less than 50% of stained 
cells (4x). Moderate staining intensity (intensity 2). 
  
44 
 
Figure 2: Distribution of patients according stained cells and staining intensity for SOD2 
protein. 
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Table 1. Expression of SOD2 protein according to patient's age, tumor grade, treatment performed 
and toxicity 
    
Staining intensity 
 
SOD2 cellular 
staining#  
Scoreλ 50% stained 
cells 
   
n  
Weak/ 
Moderate 
Strong p  < 50% ≥ 50% p  Low High p 
Age               
<50  15  23,1 37,5 
0,55α 
 17,4 34,4 
0,36α 
 24,4 35,7 
0,67α 50-59  20  38,5 31,3  43,5 31,3  39,0 28,6 
>60  20  38,5 31,3  39,1 34,4  36,6 35,7 
Tumor grade*      
 
   
 
   
 
1  3  5,3 6,3 
1,00β 
 4,6 6,3 
0,88β 
 5,0 7,1 
1,00β 2  42  79,0 75,0  81,8 75,0  77,5 78,6 
3  9  15,8 18,8  13,6 18,8  17,5 14,3 
Treatment      
 
   
 
   
 
CRT  28  53,9 43,8 0,50α  
60,9 43,8 
0,21α  
56,1 35,7 
0,19α 
RT  27  46,2 56,3  39,1 56,3  43,9 64,3 
Acute 
Toxicity*      
 
   
 
   
 
Yes  15  30,6 26,7 1,00β  
25,0 32,3 
0,58α  
31,6 23,1 
0,73β 
No  36  69,4 73,3  75,0 67,7  68,4 76,9 
Late Toxicity*      
 
   
 
   
 
Yes  23  46,2 33,3 0,39α  
31,8 50,0 
0,18α  
45,0 35,7 
0,54α 
No  31  53,9 66,7  68,2 50,0  55,0 64,3 
n    39 16   23 32   41 14  
CRT = Chemoradiotherapy. RT= Radiotherapy 
* Some cases had no available information of tumor grade, acute toxicity and late toxicity, therefore 
cases with this information available were presented. 
# Analyzes between the percentage of cells stained with age, tumor grade, treatment, acute toxicity 
and late toxicity showed no statistically significant association also for cut points in 75% and 90% 
stained cells. 
λScores were calculated multiplying the percentage of stained cells by staining intensity to each cut 
point and categorized as low and high. 
α Chi-squared test. β Fisher’s exact test. 
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Table 2. Expression of SOD2 protein according to the occurrence of relapse, local recurrence, regional recurrence, distant recurrence and death. 
    
Staining Intensity SOD2 cellular staining 
Score
λ 
50% stained 
cells 
SOD2 cellular staining 
Score
λ 
75%  stained 
cells 
SOD2 cellular 
staining 
Score
λ
 90%  
stained cells 
  
n 
Weak/ 
Moderate 
Strong p <50% ≥50% p Low High p <75% ≥75% p Low High p <90% ≥90% p Low High p 
Relapse 
                      Yes 23 33,3 62,5 
0,046
α 30,4 50,0 
0,15
α
 
34,1 64,3 
0,048
α
 
34,4 52,2 
0,19
α
 
32,6 75,0 
0,008
α
 
28,2 75,0 
0,001
α
 
31,1 90,0 
<0,001
β
 
No 32 66,7 37,5 69,6 50,0 65,9 35,7 65,6 47,8 67,4 25,0 71,8 25,0 68,9 10,0 
Local  
recurrence 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
   Yes 11 20,5 18,8 
1,00
β
 
21,7 18,8 
1,00
β
 
19,5 21,4 
1,00
β
 
18,8 21,7 
1,00
β
 
18,6 25,0 
0,689
β
 
15,4 31,3 
0,266
β
 
17,8 30,0 
0,4
β
 
No 44 79,5 81,3 78,3 81,3 80,5 78,6 81,2 78,3 81,4 75,0 84,6 68,7 82,2 70,0 
Regional 
recurrence 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
   Yes 10 12,8 31,3 
0,134
β
 
21,7 15,6 
0,73
β
 
14,6 28,6 
0,255
β
 
12,5 26,1 
0,29
β
 
14,0 33,3 
0,199
β
 
12,8 31,3 
0,134
β
 
13,3 40,0 
0,07
β
 
No 45 87,2 68,8 78,3 84,4 85,4 71,4 87,5 73,9 86,0 66,7 87,2 68,7 86,7 60,0 
Distant 
recurrence 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
   Yes 13 18,0 37,5 
0,165
β
 
17,4 28,1 
0,35
α
 
19,5 35,7 
0,279
β
 
21,9 26,1 
0,72
α
 
18,6 41,7 
0,129
β
 
18,0 37,5 
0,165
β
 
17,8 50,0 
0,045
β
 
No 42 82,0 62,5 82,6 71,9 80,5 64,3 78,1 73,9 81,4 58,3 82,0 62,5 82,2 50,0 
Death 
   
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
   Yes 22 33,3 56,2 
0,115
α
 
30,4 46,9 
0,22
α
 
34,1 57,1 
0,129
α 
 
34,4 47,8 
0,31
α
 
32,6 66,7 
0,047
β
 
30,8 62,5 
0,029
α
 
31,1 80,0 
0,01
β
 
No 33 66,7 43,8 69,6 53,1 65,9 42,9 65,6 52,2 67,4 33,3 69,2 37,5 68,9 20,0 
n   39 16   23 32   41 14   32 23   43 12   39 16   45 10   
λ
Scores were calculated multiplying the percentage of stained cells by staining intensity to each cut point and categorized as low and high. 
α 
Chi-squared test. 
 β 
Fisher’s exact test. 
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Table 3: Univariate and multivariate Cox regression analysis for disease-free survival and 
overall survival according to patient's age and tumor grade and SOD2 expression* (n = 55) 
Univariate Analysis Categories  
DFS 
 
OS 
  HR
#
 95% CI
#
 
 
HR
##
 95% CI
##
 
Age 
<50 
 
2,34 0,81 - 6,79 
 
3,88 1,16 - 12,97 
50-59  
 
1,00 - 
 
1,00 - 
>60 
 
1,66 0,59 - 4,68 
 
2,67 0,84 - 8,51 
        
Tumor grade* 
1 e 2  
 
1,00 - 
 
1,00 - 
3 
 
1,14 0,39 - 3,36 
 
1,17 0,39 - 3,47 
        
Staining intensity 
Weak/Moderate  
 
1,00 - 
 
1,00 - 
Strong 
 
2,20 0,95 - 5,06 
 
2,16 0,91 - 5,11 
        
50% stained cells 
<50% 
 
1,00 - 
 
1,00 - 
>50% 
 
1,82 0,75 - 4,42 
 
1,80 0,73 - 4,45 
        
75% stained cells 
<75%  
 
1,00 - 
 
1,00 - 
>75% 
 
1,81 0,79 - 4,15 
 
1,84 0,78 - 4,36 
        
90% stained cells 
<90%  
 
1,00 - 
 
1,00 - 
>90% 
 
4,28 1,82 - 10,06 
 
4,06 1,62 - 10,22 
        
Score
λ 
50% stained cells 
Low  
 
1,00 - 
 
1,00 - 
High 
 
2,21 0,95 - 5,15 
 
2,14 0,89 - 5,15 
        
Score
 λ
 75% stained cells 
Low 
 
1,00 - 
 
1,00 - 
High 
 
3,09 1,31 - 7,31 
 
3,16 1,28 - 7,78 
        
Score
 λ
 90% stained cells 
Low 
 
1,00 - 
 
1,00 - 
High 
 
4,60 1,91 - 11,06 
 
5,00 1,96 - 12,76 
Multivariate Analysis 
  
          
Score 90%
λ
 stained cells 
Low 
 
1,00 - 
 
1,00 - 
High 
 
4,60 1,91 - 11,06 
 
5,00 1,96 - 12,76 
DFS = Disease-free survival. OS= Overall survival. 
* The evaluation of SOD2 expression was based on the percentage of stained cells and the 
staining intensity, analyzed separately and together by a Score
λ
. 
λ
Scores were calculated multiplying the percentage of stained cells by staining intensity to 
each cut point and categorized as low and high. 
#
HR (Hazard Ratio) = Hazard Ratio to relapse; censored= 32 patients; relapse= 23 patients. 
##
HR (Hazard Ratio) = Hazard Ratio to death; censored= 33 patients; death= 22 patients. 
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Figura 3: Disease-free survival according to SOD2 expression (years) A: Staining intensity. 
B: Cut-off point in 50% of stained cells. C: Score
λ
 50% stained cells; calculated by 
multiplying the percentage of stained cells with cut-off point in 50% by staining intensity and 
categorized as low and high. D: Cut-off point in 75% of stained cells. E: Score
λ
 75% stained 
cells; calculated by multiplying the percentage of stained cells with cut-off point in 75% by 
staining intensity and categorized as low and high. F: Cut-off point in 90% of stained cells. 
G: Score
λ
 90% stained cells; calculated by multiplying the percentage of stained cells with 
cut-off point in 90% by staining intensity and categorized as low and high. 
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Figura 4: Overall survival according to SOD2 expression (years). A: Staining intensity. B: 
Cut-off point in 50% of stained cells. C: Score
λ
 50% stained cells; calculated by multiplying 
the percentage of stained cells with cut-off point in 50% by staining intensity and categorized 
as low and high. D: Cut-off point in 75% of stained cells. E: Score
λ
 75% stained cells; 
calculated by multiplying the percentage of stained cells with cut-off point in 75% by staining 
intensity and categorized as low and high. F: Cut-off point in 90% of stained cells. G: Score
λ
 
90% stained cells; calculated by multiplying the percentage of stained cells with cut-off point 
in 90% by staining intensity and categorized as low and high. 
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5. CONCLUSÃO 
 Os tumores de 29% das mulheres tiveram mais de 90% de células coradas; 
os tumores de 42% das mulheres tiveram mais de 75% de células coradas; os 
tumores de 58% das mulheres tiveram mais de 50% de células coradas; 29% 
das mulheres tiveram forte intensidade da coloração em seus tumores.  
 Há relação entre a expressão da proteína SOD2, a recorrência do carcinoma 
do colo do útero estádio IIIB. 
 Há relação entre a expressão da proteína SOD2, a com a sobrevida global 
das mulheres com carcinoma do colo do útero estádio IIIB. 
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7. ANEXOS 
Anexo 1: Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade de 
Ciências Médicas da UNICAMP 
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Anexo 2: Aprovação da Emenda do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 
Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP 
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Anexo 3: Aprovação do Ensaio Clínico pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
(CEP) da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP 
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